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(3) Schneller, hochspezifischer Nachweis von Pseudomonas aeruginosa durch Mehrfachsondendetektion 

(57) Die vortiegende Erfindung beschreibt einen schnellen, 
hochspezifischen molekularen Nachweis von Pseudomo- 
nas aeruginosa. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Mittel zum Nachweis von Pseudo- 
monas aeruginosa, Verfahren zum spezifischen Nachweis 
von Ps. aeruginosa sowie die Verwendung des erfindungsge- 5 
maB offenbarien Mittels. 

Vertreter der Bakterienart Pseudomonas aeruginosa sind 
in der Umwelt (z. B. in Oberflachengewassern) weit verbrei- 
tete Keime. Sie sind Gram-negauv, benotigen Sauerstoff 
zum Wachstum (aerob) und sind Oxidase positiv. In der Re- 10 
gel wachsen sie bei 41°C unter Anwesenheit von Cetyl-tri- 
methylamrnoniurabromid (Cetrimide) im Nahrmedium, bil- 
den die Pigmente Pyocyanin und Pyoverdin (fluoreszieren 
unter UV-Anregung schwach blaugriin), bilden Nitrat und 
Nitrit und sind sensitiv gegenuber Polymyxin. Sie sind in 15 
der Lage, ein breites NahrstofTspektrum zu verwerten und 
konnen sich selbsi bei einem sehr geringen Angebot an ver- 
wcrtbarcn Kohicnstoff-Qucllcn vcrmchrcn. Nur cin klcincr 
Teil aller Keime der Bakterienart Pseudomonas aeruginosa 
ist pathogen. Diese ubiquitare Bakterienart hat allerdings er- 20 
hebliche sekundare pathogene Bedeutung als opportunisti- 
scher Keim im Zusammenhang mit Hospitalismus. 

Im Rahrnen sogenannter nosokomialer (= im Kranken- 
haus erworbener) Infektionen kann Pseudomonas aerugi- 
nosa Wundinfeklionen, Sepsis, Endokarditis, Entzundungen 25 
des Urpgenitaltraktes, insbesondere aber Infektionen des 
Respirationstraktes einschliesslich Lungenentzundungen 
verursachen. Insbesondere irnmun-supprimierte Patienten 
sind haufig davon betroffen. Patienten mit Neutropenic oder 
zystischer Fibrose haben in der Regel bei Infektionen mit 30 
Pseudomonas aeruginosa sehr schlechte Prognosen. Eine 
schnelle und spezifische Friiherkennung dieses Keims ist 
deshalb in der Medizin, insbesondere in der medizinischen 
Diagnostik, von groBer Bedeutung. 

In der Getrankeindustrie ist dieser Keim zudem ein wert- 35 
voller Indikator fur Kontaminationen mit Oberflachenwas- 
ser und unhygienischer Produktion. Daher miissen laut ge- 
setzlicher Verordnungen in Deutschland und Europa, z. B. 
der Verordnung iiber Mineral-, Quell- und Tafelwasser, ab- 
gefullte Produkte, die Mineral-, Quell- oder Tafelwasser 40 
enthalten, auf das Vorhandensein dieses Keims uberpruft 
werden. 

Konventionelle Verfahren, die auf der Anzucht dieser 
Keime in Reinkultur und nachfolgender Identifizierung des 
Phanotyps beruhen, sind langwierig und nicht immer ein- 45 
deutig. Dies beruht auf der Eigenschaft dieses Keims und 
nahe verwandter Organismen (Pseudomonaden), geneti- 
sches Material von anderen Keirnen aufzunehmen und auch 
den zugehorigen Phanotyp auszubilden. Ferner sind Bei- 
spiele bekannt in denen einige Stamme von Ps. aeruginosa 50 
sonst typische Eigenschaften (wie z. B. Bildung des Pig- 
mentes Pyocyanin) nicht mehr zeigen, gelegentlich auch 
vollstandig verloren haben. 

Eine Aufgabe der Erfindung ist die Beschreibung eines 
schnell durchfiihrbaren, hochspezifischen Verfahrens zum 55 
Nachweis von Pseudomonas aeruginosa sowie die Nennung 
der hierfur notwendigen Mated alien. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Mittel 
zum Nachweis von Ps. aeruginosa geldst, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daB es zumindest zwei Sonden mit je zu- 60 
mindest zehn aufeinanderfolgenden Nukleotiden der nach- 
folgenden zwei Sequenzen enthalt: 

PAE1: 5 '-tea etc cgt ggt aac cgtccc cct tgc ggt tag act age tac 
ttc tg-3* 65 

PAE2: 5-tct cct tag agt gec cac ccg agg tgc tgg taa eta ag-3' 
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und/oder zumindest ein oder zwei Derivate dieser Sequen- 
zen, die je in Kombination von zumindest zwei dieser Se- 
quenzen zum spezifischen Nachweis von Ps. aeruginosa ge- 
eignet. sind. 

Weiterhin wird ein Verfahren zum spezifischen Nachweis 
von Ps. aeruginosa mit den nachfolgenden Verfalirensscnrit- 
ten offenbart: 

Inkontaktbringen der DNA oder der RNA einer auf die An- 
wesenheit von Ps. aeruginosa zu untersuchenden Probe mit 
zumindest den zwei Sonden PAE1 und PAE2 und/oder ihren 
Derivaten und Nachweis der Hybridisierung der Sonden mit 
der RNA oder der DNA der Probe, um das Vorliegen von Ps. 
aeruginosa spezifischer DNA- und/oder RNA-Sequenzen 
aufzuzeigen. 

Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich 
aus den Unteranspriichen sowie der nachfolgenden Be- 
schreibung und den AusfUhrungsbeispielen. Die Erfindung 
ist nicht auf die nachfolgcnd genannten bevorzugten Ausge- 
staltungen beschrankt, sondern umfaBt samtliche, unter die 
Paten tanspruche falienden Ausfuhrungsformen, auch wenn 
sie nachfolgend nicht speziell genannt sind. 

Das erfindungsgemaBe Nachweis verfahren basiert auf 
dem Nachweis definierter Nukleinsaureabschnitte von Ps. 
aeruginosa, wobei hochspezifisch Sequenzen der 16S ribo- 
somalen Ribonukleinsaure (16S rRNS) von Pseudomonas 
aeruginosa sowie hiervon abgeleiteter Stamme selektiv er- 
kannt werden. Das erfindungsgemaB bereitgestellte Mittel 
kann zur schnellen Identifizierung von Ps. aeruginosa einge- 
setzt werden, da weder eine seiektive Anzucht von Ps. aeru- 
ginosa zu Reinkulturen noch die Ausbildung eines definier- 
ten Phanotyps notwendig sind. Es differenziert sicher und 
reproduzierbar Ps. aeruginosa von anderen, nahe verwand- 
ten Pseudomonas-Arten, beispielsweise Pseudomonas alca- 
ligenes, Pseudomonas mendocina und Pseudomonas fluo- 
rescens. 

Das erfindungsgemaBe Mittel zeichnet sich dadurch aus, 
daB es eine Kombination aus zwei Sonden umfaBt, die durch 
die Nukleotidsequenzen PAE1 und PAE2 gekennzeichnet 
sind. Erst die kombinierte Anwendung beider Sonden be- 
wirkt einen sicher diskriminierenden Nachweis von Ps. ae- 
ruginosa und seiner Stamme von anderen Pseudomonas-Ar- 
ten und deren Stammen. 

Die hier offenbarten Sonden binden spezifisch an Sequen- 
zen der 16S rRNS an Ps. aeruginosa. Ein Keim, der mit bei- 
den Sonden positiv reagiert, wird als Ps. aeruginosa identifi- 
ziert. Eine einzelne Identifizierungssonde kann die Identitat 
von Ps. aeruginosa nicht garantieren. Nur die erfindungsge- 
maBe Kombination aus beiden Sonden erlaubt die spezifi- 
sche Identifizierung von Ps. aeruginosa. 

Aus dem Stand der Technik sind bereits verschiedenen 
Losungsansatze bekannt, um Ps. aeruginosa zu identifizie- 
ren. Im Vergleich zur vorliegenden Erfindung weisen die be- 
kannten Verfahren jedoch gravierende Nachteile auf, die er- 
findungsgemaB vermieden werden. Der Stand der Technik 
wird nachfolgend diskutiert: 

1 . Standardnach weis in der Getrankebranche: Inkuba- 
tion der Probe auf Cetrimide (US-Patent No 4072573, 
Aldridge etal., 1978) - Agar bei 41°C fur 48 h. Be- 
leuchten der Agarplatten mit ultraviolettem Licht 
Identifizierung von blaugriin fluoreszierenden Kolo- 
nien als Pseudomonas aeruginosa. 

2. Sonde zur Diagnose von Pseudomonas aeruginosa 
(US-Patent No 5798211, Appl. No. 921177, Ohno 
ctal., 1998) 

3. Isolierung verdachtiger Keime und Anzucht in 
Reinkultur. Identifizierung von Pseudomonas aerugi- 
nosa durch Fourier- Trans formations-Infrarot-Spektro- 
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skopie (Helm et al., 1991; Naumann et al., 1991). 
4. Nukleinsaure-Sonden und Methoden zur Detektion 
von Pseudomonaden der Gruppe I (US-Patent No. 
5677127, Hogan et. al., 1997; Gen-Probe Incorporated 
Appl. No. 453439). 5 

Die Nachteile der oben genannten Nachweisverfahren 
sind wie folgt. 

Zu 1. Der Nachweis dauert zu lange (2 Tage). Bei zwei- 
felhaften Resultaten (nur etwa 75% aller Pseudomonas-ae- 10 
ruginosa-Stamme bilden das Pigment Pyocyanin) mussen 
zur Prufung langwierige Bestaugungstests (auf physioiogi- 
sche Eigenschaften) durchgefuhrt werden. Geschadigte und 
ausgehungerte Keime wachsen auf dem Selekuvmedium 
nur noch schlecht oder nicht mehr an. 15 

Zu 2. Die Bindungsstellen dieser 'Sonden' sind nicht be- 
kannt, da es sich urn HINDIII-Fragmente der DNS handelt, 
die in E. coli klonicrt wurden. Dadurch ist die Produktion 
der Sonde aufwendig und teuer im Vergleich zu Oligonu- 
kleotiden. Ein Nachweis auf Einzelzellebene ist nicht mog- 20 
lich, da die Sonde gegen die DNS gerichtet ist und demnach 
zu wenige molekulare Zielstellen pro Zelle vorhanden sind. 
Die Sonde kann vermutlich nur fur einen Nachweis in Nu- 
kleinsaureextrakten angewendet werden. Femer ist nicht er- 
sichtlich, ob mil der Sonde zwischen Ps. aeruginosa und 25 
nahe verwandten Pseudomonaden unterschieden werden 
kann. 

Zu 3. Mischkulturen konnen mit der FT-IR-Spektroskopie 
nicht anaiysiert werden. Daher ist die Gewinnung von Rein- 
kulturen und deren Anzucht auf standardisierten Medien die 30 
Grundvorraussetzung fur deren FT-IR-Analyse. Dement- 
sprechend dauert die gesamte Nachweisprozedur mit minde- 
stens 48 h zu lange. 

Zu 4. Die entwickelte Sonde ist gegen die 23S rRNS ge- 
richtet. Sie detektiert zwar Ps. aeruginosa, allerdings auch 35 
andere ftuoreszierende Pseudomonaden. wie z. B. Ps. stut- 
zeri, Ps. mendocina, Ps fluorescens, Ps putida u.v.a. Eine 
Unterscheidung zwischen Ps. aeruginosa und anderen Pseu- 
domonaden der Gruppe I ist nicht moglich. Desweiteren 
kann diese Sonde nicht fur den Einzelzellnachweis von 40 
Pseudomonas aeruginosa mittels FISH verwendet werden, 
sondern nur fiir den Nachweis in Nukleinsaureextrakten. 

Der erfindungsgemaB vorgeschlagene Weg, durch den 
Einsatz von mindestens zwei Sonden Ps. aeruginosa sicher 
von nahe verwandten Arten zu diskriminieren und hierbei 45 
Sonden auszuwahlen, die spezifisch die 16S rRNS erken- 
nen, ist neu und weist gegenuber dem genannten Stand der 
Technik auch eine erfinderische Leistung auf. 

Das erfindungsgemaB vorgeschlagene Mittel zum Nach- 
weis von Ps. aeruginosa umfaBt zumindest zwei Sonden mit 50 
den im Anspruch 1 genannten Sequenzen PAE1 und PAE2 
sowie Derivate hiervon. Beim erfindungsgemaBen Nach- 
weisverfahren werden zumindest 10 aufeinander folgende 
Nukleotide aus PAE1 und PAE2 in Kornbination eingesetzt. 
Unter "Kornbination" ist erfindungsgemaB sowohl der nach- 55 
einander erfolgende Einsatz von PAE1 und PAE2 als auch 
der Einsatz von PAE1 und PAE2 in einem Schritt zu verste- 
hen. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung umfas- 
sen die Sonden mehr als 10 aufeinanderfolgende Nukleo- 60 
tide, bevorzugt 12 bis 26 Nukleotide, weiterhin bevorzugt 
14 bis 22 Nukleotide, noch bevorzugter 16 bis 20 Nukleo- 
tide und insbesondere bevorzugt 18 Nukleotide. Es ist fiir 
den Fachmann offensichtlich, daB auch Sonden mit anderen 
Langcn als die hicr konkret bcschricbcncn eingesetzt wcr- 65 
den konnen, soweit sie im Bereich von 12 bis 26 aufeinander 
folgenden Nukleotiden der Sequenzen PAE1 und PAE2 iie- 
gen. Insbesondere bevorzugt werden erfindungsgemaB Son- 



den mit den nachfolgenden Sequenzen in Kornbination ein- 
gesetzt: 

gt aac cgt ccc cct tgc g 
gt gec cac ccg agg tgc t. 

Es ist fiir den Fachmann auch naheliegend, ausgehend 
von den hier offenbarten Sequenzen auch Abwandlungen 
dieser Sequenzen zur Detektion von Ps. aeruginosa einzu- 
setzen. Unter "Abwandlungen" sind erfindungsgemaB Deri- 
vate der Sequenzen zu verstehen, bei denen ein, zwei oder 
drei Nukleotide an einem oder beiden Randem der Sonde 
durch andere Nukleotide ersetzt wurden. Vforaussetzung 
hierbei ist immer, daB eine spezifische Bindung an die 1 6 
rRNS an Ps. aeruginosa beibehalten bleibt, so daB die erfin- 
dungsgemaB gestellte Aufgabe gelost wird. Unter "Deri- 
vate" sind erfindungsgemafi abcr auch solchc Sonden zu 
verstehen, die sich von den Sonden PAE1 undPAE2 ab lei ten 
und bei denen im Inneren der Sonde ein oder zwei Nukleo- 
tide deletiert oder durch ein anderes Nukleotid ersetzt sind, 
wobei auch hier selbstverstandlich nur solche Abwandlun- 
gen zu berucksichtigen sind, bei denen die spezifische Bin- 
dung an Ps. aeruginosa-Nukleotidsequenzen beibehalten 
bleibL Ausgehend von den Nukleoudsequenzen der hier of- 
fenbarten Sonden kann der Fachmann durch einfaches Aus- 
probieren feststellen, welche Abwandlungen der Sequenzen 
zum hochspezifischen Nachweis von Ps. aeruginosa geeig- 
net sind und welche nicht. 

Von der Erfindung umfaBt werden auch die zu PAE1 und 
PAE2 und ihren Derivaten reversen Sequenzen und revers- 
komplementaren Sequenzen. 

Die in der vorliegenden Erfindung bereitgestellten Son- 
den werden in Verfahren zum spezifisch en Nachweis von 
Ps. aeruginosa eingesetzt. Verfahren, bei denen DNA-Son- 
den zum spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus ein- 
gesetzt werden, sind an sich bekannt. Der Fachmann kann 
diese an sich bekannten Verfahren mit den vorliegenden 
Sonden zur Anwendung bringen. Hierbei wird die DNA 
oder die RNA einer auf die Anwesenheit von Ps. aeruginosa 
zu untersuchenden Probe nut zumindest den zwei Sonden 
PAE1 und PAE2 oder Derivaten dieser Sonden, wie sie vor- 
stehend naher beschrieben wurden, in Kontakt gebracht. 
AnschlieBend erfolgt der Nachweis der Hybridisierung der 
Sonden mit der RNA oder der DNA der Probe, um das \br- 
liegen von Ps. aeruginosa spezifischer DNA und/oder RNA- 
Sequenzen aufzuzeigen. 

ErfindungsgemaB sind vielfaltige Abwandlungen mog- 
lich, um die Sonden einzusetzen. So konnen die Sonden mit 
einer Markierung versehen werden, beispielsweise einer ra- 
dioaktiven Markierung, Digoxigenin-, Peroxidase- oder Al- 
kalische Phosphatase-Markierung, oder einer fluoreszieren- 
den Markierung, um eine spezifische Hybridisierung mit Ps. 
aeruginosa spezifischer DNA oder RNA nachzuweisen. 

Weitere Abwandlungen bzw. Derivatisierungen der Son- 
den sind z. B. PNAs, bei denen die heterozyklischen Basen 
an ein Protein-Ruckgrat und nicht an ein Zucker-Phosphat- 
Ruckgrat gebunden sind. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung sind 
die Sonden an eine Matrix gebunden (reverse Hybridisie- 
rungen), und es wird mit fluoreszenzmarkierter DNA oder 
einem PCR-Amplifikal hybridisiert. Beispiele fiir derartige 
Matrizes sind Mikrochips und Mikrotiterplatlen. 

Vorstehend wurden bestimmte Derivatisierungen der 
Sonden beschrieben. Von der Erfindung umfaBt werden abcr 
auch hier nicht gesondert beschriebene Derivate der Sonden 
bzw. der einzelnen Nukleotide der Sonden, beispielsweise 
chemische Anderungen an den Sonden, die das Nachweis- 
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verfahren erleichtern. Derartige Derivate sind dem Fach- 
rnajin bekannt, und sie konnen auf die erfindungsgemaB be- 
reitgestellten Sonden angewandt werden. 

Die vorliegende Erfindung dient zum hochspezifischen 
Nachweis von Pseudomonas aeruginosa mil Hilfe einer 5 
Kombination von mindestens zwei Sonden. Es ist bekannt, 
daB eine Art wie Ps. aeruginosa natiirlicherweise uneinheit- 
iich ist, d. h. sich in einzelne Stamrne aufspaltet. Unter ei- 
nem "Stamrn" wird taxonomisch meist ein durch eine 
Stammnummer definierter Bakterienklon und dessen Nach- 10 
kommen verstanden. Es gibt einen sogenannten Typstarnm, 
dcr die Art und damit die Eigenschaften der Art reprasen- 
licrl. Da alle Stamme einer Art, wie bei spiels weise Ps. aeru- 
ginosa, eng miteinander verwandt sind, konnen die erfin- 
dungsgemaB bereitgesteilten Nachweisverfahren und Son- 15 
den sclbstverstandlich auch auf alle Stamme von Ps. aerugi- 
nosa angewandt werden. 

Die DNA odcr RNA dcr zu untcrsuchcndcn Probe wird 
entweder aus den Probenorganismen isoliert oder die Orga- 
nismcn werden in geeigneter Weise aufgeschlossen, so daB 20 
ein direkier Kontakt der Sonden mit der DNA und/oder der 
RNA dcr Probenorganismen ermoglicht wird, ohne daB vor- 
hcr umfangreiche und 2eitraubende Reinigungsprozeduren 
durchgefuhrt werden mussen. 

Die Hybridisierung der Sonden mit der DNA und/oder 25 
dcr RNA der Probenorganismen erfolgt unter stringenten 
Bedingungen, bevorzugt hoch-stringenten Bedingungen. 
Diese Bedingungen werden nachfolgend naher ausgefuhrt 

Bei dcr Hybridisierung sind ReaktionspufTer und Wasch- 
puffer aus folgenden funkdonellen Komponenten zusam- 30 
mengesetzt: 

a) PufFersystem zur Einstellung und Stabilisierung des 
pH-Wertes zwischen 7 und 8 (z. B. Tris/HCl) 

b) Wasser als Tosungsmitter 35 

c) Eventuell Chelatbildner, die bei niedrigen Konzen- 
trationen monovalenter Kationen den EinfluB zweiwer- 
tiger Kadonen (z. B. Ca 2+ ), die als Verunreinigung in 
Chemikalien enthalten sein konnen, verhindern. Wird 
insbesondere im WaschpufTer eingesetzt. 40 

d) Detergenz zur Erniedrigung der Oberflachenspan- 
nung von waBrigen Ldsungen 

e) Nichtionische, aprotische Detergenzien (z. B. For- 
mamid) schwachen die Bindungsenergie von Nuklein- 
saure-Duplexmolekiilen. 45 

f) Salz (funkdonelle Einheit sind Kadonen, die die ne- 
gativen Ladungen der Nukleinsaure-Phosphatgruppen 
neutralisieren und dadurch die Duplexbildung von 
zwei einzelstrangigen Nukleinsauren erleichtern (z. B. 
Na + inNaCl). ^ 50 

Vier Faktoren haben EinfluB auf das Zustandekornmen 
von spezifischen Hybriden aus Sonde und Zielmolekul: 
Die Komponenten e) und f) beeinflussen die Bindungsstar- 
ken von Nukleinsaure-Dupiexmolekiiien. Erhohung der mo- 55 
novalenten Kadonen in der Reaktions- bzw. Waschldsung 
stabilisiert die gebildeten Duplexmolekiile, wahrend mit zu- 
nehmendem Gehalt an z. B. Formamid die Duplexbindun- 
gen geschwacht werden. 

Eine geeignete Sondenkonzentration muB eingesetzt wer- 60 
den. Die Hybridisierung muB bei geeigneter Temperatur 
stattfinden (je hdher die Temperatur, um so schwacher die 
Bindung der Hybride). 

Unter stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingun- 
gen vcrstcht man die Reaktionsbedingungen (die richdgc 65 
Wahi der vier Faktoren), unter denen nur noch Duplexmole- 
kiile zwischen Sonde und gewiinschten Zieimolekulen (per- 
fekte Hybride) entstehen bzw. nur noch der gewiinschte 
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Zielorganismus nachgewiesen wird. 

Unter stringenten Reaktionsbedingungen wird beispiels- 
weise eine Hybridisierungstemperatur von ca. 5-10°C unter 
dem jeweiligen Primerschmelzpunkt verstanden. Die Stabi- 
litat der DNA/DNA oder RNA/DNA-Hybriden muB selbst 
bei niedrigen Salzkonzentrationen entsprechend 0,1 x 
SSC/0,5% SDS gewahrleistet sein. Auf diese Weise kann 
der Ablauf unerwunschter Kreuzreaktionen mit anderen 
Spezies verhindert werden. Die jeweiligen Temperaturbe- 
dingungen konnen jedoch in Abhangigkeit von den gewahl- 
ten Versuchsbedingungen und in Abhangigkeit von der zu 
untersuchenden DNA- Probe unterschiedlich sein und mus- 
sen dann entsprechend angepaBt werden. Der Nachweis des 
Hybridisierungsprodukts kann beispielsweise durch Autora- 
diographic im Falle radioaktiv markierter Primermolekule 
oder durch Fluorimetrie bei Verwendung von Ruoreszenz- 
markierten Oligonukleouden erfolgen. 

Wcitcrc Bcispiclc fur stringente Bedingungen sind in den 
nacbfolgenden Beispielen aufgefuhrt. Der Fachmann kann 
in an sich bekannter Weise die Bedingungen an das ge- 
wahlte Untersuchungsverfahren anpassen, um tatsachlich 
stringente Bedingungen zu erzielen und ein spezifisches 
Nachweisverfahren zu ermoglichen. Geeignete Stringenz- 
bedingungen lassen sich beispielsweise anhand von Refe- 
renzhybridisierungen ennilteln, bei denen DNA oder RNA 
von Ps. aeruginosa mitProben weiterer Pseudomonas- Arten 
mit den erfindungsgemaB bereitgesteilten Proben untersucht 
und verglichen wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung werden 
die Sonden als Vorwarts- und Ruckwarts-Primer fur eine 
PCR-Reakuon eingesetzt. 

Die obengenannten Sonden sind komplementar zu Berei- 
chen der rRNS. Deshalb konnen diese Sonden an die rRNS 
binden. Sie konnen allerdings auch an den Anti-Sinn-DNS- 
Strang des rRNS-Gens (der ja sequenzgleich zur rRNS ist) 
binden. Zur Vervielfaldgung des rRNS-Gen-Bereichs zwi- 
schen den beiden Sondenregionen mittels PCR muB ein Pri- 
mer an den Anti-Sinn-Strang binden, der zweite Primer an 
den Sinn-Strang. 

Als 'Vorwartsprimer' (PAEvorwaits) bietet sich der Bereich 
komplementar zu PAE2 (5-ctt agt tac cag cac etc ggg tgg 
gca Ctc taa gga ga-3*) an, 

als *Ruckwartsprimer' (PAErijctwarjg) der Bereich PAE1 (5*- 
tca ctc cgt ggt aac cgt ccc cct tgc ggt tag act age tac ttc tg-3'). 

Die oben beschriebenen Derivate und bevorzugten Ab- 
wandlungen konnen analog angewandt werden. 

Bei Anwendung dieser Primer in der PCR soilte bei ge- 
eigneter Annealing-Temperatur nur bei Stammen von Ps. 
aeruginosa ein spezifisches Amplifikal von 337 bp erzeugt 
werden. Als zu untersuchende Probe kann extrahierte DNS 
aus Reinkulturen oder Anreicherungen, bzw ganze Zellen 
aus Reinkulturen oder Anreicherungen, bzw. Wasserproben 
vor und nach Anreicherungen, bzw. klinisches Material in 
die PCR eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Sonden ermoglichen somit einen 
hochspezifischen und scbneUen Nachweis von Vertretern 
der Bakterienart Ps. aeruginosa. Beispielsweise kann durch 
die Markierung der Sonden mit unterschiedlichen Fluores- 
zenz-FarbstofFen und deren Einsatz bei der FLSH in fixierten 
Proben Ps. aeruginosa auf Einzelzellebene idendfiziert wer- 
den, wenn eine Zelle zweifarbig fluoresziert. Hierdurch 
kann Ps. aeruginosa auch in Mischkulturen spezifisch nach- 
gewiesen werden. Eine Anzucht auf selekuven Nahrmedien 
und die Gewinnung von Reinkulturen ist nicht mehr not- 
wendig. Die Idcnufizicrung kann, da sic auf dcr opdschen 
Wahmehrnung bzw. Messung von zwei unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen beruht, auch von Laien vorgenom- 
men werden. 
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Das PCR-Verfahren hai den Vorteil, daB sehr kleine 
DNA-Mengen nachwcisbar sind. In Abhangigkeit von dem 
nachzuweisenden Material sind die Temperaturbedingungen 
und die Zykluszahlen der PGR abzuwandeln. Die optomalen 
Reaktionsbedingungen konnen durch Handversuche in an 5 
sich bekannter Weise ermittelt werden. Ein Beispiel fur eine 
PGR ist wie folgt: 

- Denaturierung der zu untersuchenden DNA-Probe 
bei 94°C mindestens 3 Minuten lang; 10 

- Bindung der Sondenpaare 1 Minute lang bei 60°C an 
die beiden komplementaren Einzelstrange der zu unter- 
suchenden DNA; 

- zweiminutige Verlangerungsreaktion der einzelnen 
Primer endang der DNA-Matrize bei 72°C durch Ver- 15 
kniipfung von Desoxyribonukleosidtriphosphaten mit- 
tels einer thermos tabilen DNA-Polymerase; 

- 30 bis 40 Rcaktionszyklcn jcwcils bcstchcnd aus: 
DNA-Denaturierung bei 94°C (30 Sekunden lang), ge- 
folgt von Primerbindung bei 60°C (1 Minute lang), und 20 
Primerverlangerung bei 72°C (2 Minuten lang); 

- Endreaktion zur Auffullung der beiden 3'-Enden am 
Reaktionsprodukt bei 72°C (ca. 5-8 Minuten lang). 

Die im Verlauf der PCR-Ainplifikadon durch die Verlan- 25 
gerung der Primersequenzen entstandenen, charakteristi- 
schen, speziesspezifischen DNA-Markerfragmente konnen 
beispielsweise gelelektrophoretisch oder fluorimetrisch un- 
ter Verwendung fluoreszenz-markierter Oligonukleotide 
nachgewiesen werden. Selbstverstandlich sind auch andere, 30 
dem Fachmann bekannte Nachweisverfahren einsetzbar. 

Nachfolgend wird die Erfindung an hand von nicht be- 
schrankenden Ausfuhrungsbeispielen und Abbildungen na- 
her dargestellt. Die Abbildungen zeigen: 

Abb. 1 Identifizierung von Pseudomonas-aeruginosa-Re- 35 
ferenzstammen und klinischen Isolaten mit rRNS-gerichte- 
ten Sonden. 

Abb. 2 25 Isolate aus abgefulltem, nichtkarboniertem, na- 
turlichem Mineralwasser. 

40 

Beispiel 1 

Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von fixiertem Ps. 
aeruginosa in Wasserproben (abgefulltes Mineralwasser, 
Quell- oder Tafelwasser) oder Flussiganreicherungen daraus 45 

250 ml Mineralwasser oder Bakterienanreicherung aus 
250 ml in Flussigmedium wird durch bakteriendichte, weiBe 
Membranfilter (z. B. Polycarbonatfilter, Millipore 
GTTP02500, Eschborn) mit Standard-Filtrationsanlagen fil- 50 
triert. AnschiieBend werden die Filter in 5 ml 3% Parafor- 
maldehydlosung (3% PFA) fur 15 Minuten inkubiert (= fi- 
xiert). Nach Absaugen der Fixierungslosung wird 5 ml steri- 
les Wasser auf den Filter gegeben und abgesaugt. Die Rlter 
werden auf Glasobjekttrager gelegt und mit 50 ul Hybridi- 55 
sierungslosung betropft (= 62,5 ng PAE1-CY3 und 250 ng 
PAE2-Fluorescein in Hybridisierungspuffer (0.9 M NaCl, 
0.01 M Tris/HCl (pH 7.2-8.0), 0.01% SDS, 60% Forma- 
mid) und fur 90 Minuten in einer geschlossenen Kammer 
unter aquimolarer Atmosphare (z. B. Kammer enthait Us- 60 
sue, das mit 2 ml des HybridisierungspufFers getrankt ist) 
bei 46°C inkubiert. Daraufhin wird das Filter in 50 ml 
Waschlosung (14 mM NaCl, 0.01 M Tris/HCl, 0.01% SDS, 
5 mM EDTA (pH 8.0) fur 15 Minuten bei 48 °C inkubiert, 
um ungcbundcnc Sonde zu entfemcn. Nach dem Trockncn 65 
wird das Filter auf eine Trageroberflache (z. B. Glasobjekt- 
trager) gelegt und mit Antifading-Medium betropft (z. B. 
Citifluor AF1, Citifluor Ltd., London) und mit einem Deck- 



glas bedeckL Zur Detektion der Signale wird das Filter im 
Epifluoreszenzmikroskop unter Anregung mit blauem und 
grunem Licht (ausgestattet mit Fluoreszenzfiltem fur Fluo- 
rescein und Rhodamin) bei 400- bis lOOOfacher Vergrosse- 
rung untersucht. Zellen von Pseudomonas aeruginosa fluo- 
reszieren bei blauer Anregung griin und bei griiner Anre- 
gung rot. 

Beispiel 2 

Identifizierung von Pseudomonas aeruginosa in Flussigan- 
reicherungen aus klinischen Proben in selektivem oder 
nichtselektivem Nahrmedium auf Objekttragern 

1 ml schwach trube Russiganreicherung wird mit 1 ml 
absolutem Ethanol gemischt und mindestens 15 Minuten bei 
4°C inkubiert. Zentrifugation bei 5000 g 3 Minuten. Ver- 
werfen des Ubcrstandcs. Rcsuspcndicrcn des Pellets in 
500 pi phosphatgepufferter NaCl-Losung (PBS-Puffer), 
Zugabe von 500 ul 100% Ethanol. Gut mischen. 10 pi der so 
praparierten Anreicherung in einem Reaktionsfeld des Hy- 
bridisierungs-Objekttragers verteilen (z. B. Paul Marienfeld 
KG, Bad Mergentheim, Deutschland; Art Nr. 1215130 - 
Objekttrager mit 6 Reaktionsfeldem) und lOmin bei 46°C 
auflrocknen lassen. 6 un terse hiedliche Proben konnen auf 
einem der oben genannten Objekttrager aufgebracht und 
gleichzeitig untersucht werden. 

Der Objekttrager muB fur je 3 Minuten in 50%, 70% und 
100% Ethanol inkubiert werden. Nach dem Trocknen wird 
auf jedes der mit einer Probe versehene Reaktionsfeld mit je 
10 pi Hybridisierungslosung (= 12.5 ng PAE1-CY3 und 
50 ng PAE2-Fluorescein in in Hybridisierungspuffer (0.9 M 
NaCl, 0.01 M Tris/HCl (pH 7.2-8.0), 0.01% SDS, 60% For- 
mamid)) uberschichtet und fur 90 Minuten in einer ge- 
schlossenen Kammer unter aquimolarer Atmosphare (z. B. 
Kammer enthait Tissue, das mit 2 ml des Hybridisierungs- 
puffers getrankt ist) bei 46°C inkubiert. Daraufhin wird die 
Hybridisierungslosung mit auf 48°C vorgewarmter Wasch- 
losung (14 mM NaCl, 0.01 M Tris/HCl, 0.01% SDS, 5 mN 
EDTA (pH 8.0)) vom Objekttrager gespult und dieser in 
50 ml Waschlosung fur 15 Minuten bei 48°C inkubiert, um 
ungebundene Sonde zu entfernen. Objekttrager kurz vor- 
sichtig mit desdlliertem Wasser abspulen und trocknen las- 
sen. Den Objekttrager mit Antifading-Medium betropfen 
(z. B. Citifluor AF1, Citifluor Ltd., London) und mit Deck- 
glas bedecken. Zur Detekuon der Signale wenJen die einzel- 
nen Reaktionsfelder im Epifluoreszenzmikroskop unter An- 
regung mit blauem und grunem Licht (ausgestattet mit Flud- 
reszenzfiltem fiir Fluorescein und Rhodamin) bei 400- bis 
lOOOfacher VergroBerung untersucht. Zellen von Pseudo- 
monas aeruginosa fluoreszieren bei blaue*- Anregung griin 
und bei griiner Anregung rot. 

Beispiel 3 

Schnellscreening von auf selektiven oder nichtselekuven 
Nahragarplatten gewachsenen Kolonien aus klinischen Pro- 
ben, Umweltproben oder Mineral-, Quell- und Tafelwasser- 
proben bzw. deren Produkten zur Identifizierung von Pseu- 
domonas aeruginosa 

Vertiefungen einer sterilen Mikrotiterplatte werden mit je 
50 pi PBS-Puffer gefullt. Mit sterilen Zahnstochem werden 
nun Proben der Bakterienkolonien von der Agarplatte in den 
Vertiefungen suspendicrt. Zugabe von je 50 pi 100% Etha- 
nol in die Vertiefungen, die suspendierte Kolonienproben 
enthalten. Mischen. Je 10 pi der so fixierten Proben pro Re- 
aktionsfeld des Hybridisierungs-Objekttragers verteilen 
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(z. B. Paul Marienfeld KG, Bad Mergentheim, Deutschland; 
Art. Nr. 1215130 - Objekttrager mit 6 Reaktionsfeldern) 
und 10 min bei 46°C auftrocknen lassen. 6 verschiedene fi- 
xierte Kolonien konnen auf einem der oben genannten Ob- 
jekttrager aufgebracht und gleichzeitig untersucht werden. 5 

Nach Auftrocknung der Proben muB der Objekttrager fiir 
je 3 Minuten in 50%, 70% und 100% Ethanol inkubiert wer- 
den. Nach dera Trocknen wird jedes der mit einer Probe ei- 
ner fixierten Kolonie versehenen Reaktionsfelder mit je 
10 pi Hybridisierungslosung (= 12.5 ng PAE1-CY3 und 10 
50 ng PAE2-Fluorescein in in Hybridisierungspuffer (0.9 M 
NaCl, 0.01 M Tris/HCl (pH 7.2-8.0), 0.01% SDS, 60% For- 
mamid)) uberschichtet und fiir 90 Minuten in einer ge- 
schlossenen Karnmer unter aquirnolarer Atmosphare (z, B. 
Kammer enthalt Tissue, das mit 2 ml des Hybridisierungs- 15 
puffers getrankt ist) bei 46°C inkubiert Daraufhin wird die 
Hybridisierungslosung mit auf 48°C vorgewarmter Wasch- 
losung (14 mM NaCl, 0.01 M Tris/HCl, 0.01% SDS, 5 mM 
EDTA (pH 8.0)) vom Objekttrager gespult und dieser in 
50 ml Waschlosung fiir 15 Minuten bei 48°C inkubiert, um 20 
ungebundene Sonde zu entfemen. Objekttrager kurz vor- 
sichtig mit destilbertem Wasser abspiilen und trocknen las- 
sen. Objekttrager mit Antifading-Medium betropfen (z. B. 
Citifluor AF1, Citifluor Ltd., London) und mit Deckglas be- 
decken. Zur Delektion der Signal e werden die einzelnen Re- 25 
aktionsfelder im Epifluoreszenzmikroskop unter Anregung 
mit blauem und griinem Licht (ausgestattet mitFluoreszenz- 
filtern fiir Fluorescein und Rhodamin) bei 400- bis lOOOfa- 
cher VergroBerung untersucht. Zellen von Pseudomonas ae- 
ruginosa fluoreszieren bei blauer Anregung griin und bei 30 
gruner Anregung rot. 

Bei spiel 4 

Eventuelle Anwendung: Direkte in-situ-Identifizierung von 35 
Pseudomonas aeruginosa im Mucus von Patienten mit cysti- 
scher Fibrose (= Mukoviszidose-Patienten) 

Mucusprobe wird in 100-1000 ul PBS-Puffer (pH 
7,2-7,4) eingebracht und mit 100-1000 pi absolutem Etna- 40 
nol gemischt und mindestens 15 Minuten bei 4°C inkubiert. 
Fixierte Mucusprobe auf Reaktionsfeld des Hybridisie- 
rungs-Objekttragers verteilen (z. B. Paul Marienfeld KG, 
Bad Mergentheim, Deutschland; Art Nr. 1215 130 - Objekt- 
trager mit 6 Reaktionsfeldern) und 10 min bei 46°C auf- 45 
trocknen lassen. 6 unterschiedliche Proben konnen auf ei- 
nem der oben genannten Objekttrager aufgebracht und 
gleichzeitig untersucht werden. 

Der Objekttrager muB fiir je 3 Minuten in 50%, 70% und 
100% Ethanol inkubiert werden. Nach dem Trocknen wird 50 
jedes der mit einer Probe versehenen Reaktionsfelder mit je 
10 ul Hybridisierungslosung (= 12.5 ng PAE1-CY3 und 
50 ng PAE2-Fluorescein in in Hybridisierungspuffer (0.9 M 
NaCl, 0.01 M Tris/HCl (pH 7.2-8.0), 0.01 % SDS, 60% For- 
mamid)) uberschichtet und fur 90 Minuten in einer ge- 55 
schlossenen Kammer unter aquimolarer Atmosphare (z. B. 
Kammer enthalt Tissue, das mit 2 ml des Hybridisierungs- 
puffers getrankt ist) bei 46°C inkubiert. Daraufhin wird die 
Hybridisierungslosung mit auf 48°C vorgewarmter Wasch- 
losung (14 mM NaCl, 0.01 M Tris/HCl, 0.01% SDS, 5 mM 60 
EDTA (pH8.0)) vom Objekttrager gespult und dieser in 
50 ml Waschlosung fiir 15 Minuten bei 48°C inkubiert, um 
ungebundene Sonde zu entfemen. Objekttrager kurz vor- 
sichtig mit destilliertem Wasser abspiilen und trocknen las- 
sen. Objekttrager mit Antifading - Medium betropfen (z. B. 65 
Citifluor AF1, Citifluor Ltd., London) und mit Deckglas be- 
decken. Zur Detektion der Signale werden die einzelnen Re- 
aktionsfelder im Epifluoreszenzmikroskop unier Anregung 



359 A 1 

10 

mit blauem und griinem Licht (ausgestattet mit Fluoreszenz- 
filtem fur Fluorescein und Rhodamin) bei 400- bis lOOOfa- 
cher VergroBerung untersucht. Zellen von Pseudomonas ae- 
ruginosa fluoreszieren bei blauer Anregung griin und bei 
gruner Anregung rot. 

Patentanspruche 

1. Mittel zum Nachweis von Pseudomonas aerugi- 
nosa, da dure h gekennzeichnet, daB es zumindest 
zwei Sonden mit je zumindest zehn aufeinanderfolgen- 
den Nukleotiden der nachfolgenden zwei Sequenzen 
enthalt: 

PAE1: 5-tca etc cgt ggt aac cgt ccc cct tgc ggt tag act 
age tac Uc tg-3* 

PAE2: 5-tct cct tag agt gec cac ccg agg tgc tgg taa eta 
ag-3' 

undVoder zumindest ein oder zwei Derivate dieser Se- 
quenzen, die je in Kombination von zumindest zwei 
dieser Sequenzen zum spezifischen Nachweis von Ps. 
aeruginosa geeignet sind. 

2. MiUel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Deri vat eine Sonde mit zumindest 12-26 auf- 
einanderfolgenden Nukleotiden ist 

3. Mittel nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB dasDerivat eine Sonde mit 14-22, 
bevorzugt 18 aufeinanderfolgenden Nukleotiden ist 

4. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Sonde eine Kombination der nachfolgenden zwei Nu- 
kleotidsequenzen eingesetzt wird: 

gt aac cgt ccc cct tgc g 

gtgee cac ccg agg tgc t. 

5. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB ein, zwei 
oder drei der Nukleotide an einem oder bei den Randem 
der Sonde und/oder ein oder zwei Nukleotide im Inne- 
ren der Sonde deletiert oder durch ein anderes Nukleo- 
tid ersetzt sind, wobei die spezifische Bindung an Ps. 
aeruginosa beibehalten bleibt. 

6. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es die 
kompiementare Sequenz oder die reverse oder rever- 
skomplernentare Sequenz der Sonden umfaBt 

7. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es spezi- 
fisch zu Sequenzen der 16S rRNA von Ps. aeruginosa 
kornplementar ist 

8. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Son- 
den eine Markierung aufweisen. 

9. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Markierung eine radioaktive Markierung, Fluo- 
reszenzmarkierung, Digoxigeninmarkierung, Peroxi- 
dasemarkierung oder Alkali sche-Phosphatase- Markie- 
rung ist. 

10. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es an 
cine Fcstphascnmatrix gebunden vorlicgt 

11. Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Son- 
den chemise h modifiziert vorliegen. 
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12. MittelnachAnspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB die heterozyklischen Basen an ein Protein-Riick- 
grat gebunden vorliegen. 

1 3. Verwendung eines Mittels nach einern oder mehre- 
ren der vorhergehenden Anspriiche, welches zumindest 5 
die zwei Sonden PAE1 und PAE2 oder Derivate hier- 
von nach eineni oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche enthalt, zum spezifischen Nachweis von Ps. 
aeruginosa. 

14. Verfahren zum spezifischen Nachweis von Ps. ae- 10 
ruginosa mit den nachfolgenden Verfahrensschritten: 
Inkontaktbringen der DNA oder der RNA einer auf die 
Anwesenheit von Ps. aeruginosa zu untersuchenden 
Probe mit zumindest den zwei Sonden PAE1 und PAE2 
und/oder ihren Derivaten nach einem der vorhergehen- 15 
den Anspriiche und Nachweis der Hybridisierung der 
Sonden mit der RNA oder der DNA der Probe, um das 
Vorliegen von Ps. aeruginosa spczifischcr DNA- und/ 
oder RNA-Sequenzen aurzuzeigen. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB das Inkontaktbringen unter stringenten 
Bedingungen erfolgt. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Sonden als 'Vbrwarts- und Ruck- 
waits-Primer fur eine PCR-Reakuon eingeselzt wer- 25 
den, um den Bereich zwischen den Sonden auf dem 
Gen fur die rRNA zu vervielfaltigen, und nachfolgen- 
der Nachweis des vervielfaltigten, fur Ps. aeruginosa 
spezifischen Bereichs der rRNA. 

17. Kit, dadurch gekennzeichnet, daB es zumindest ein 30 
Mittel nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche aufweist. 

18. Festphasenmatrix, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie zumindest eine der Sonden, wie sie in einem der 
Anspriiche 1-8 definiert sind, an die Matrix gebunden 35 
aufweist. 
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Identifizierung von Pseudomonas aeruginosa Referenzzstammen 
und klinischen Isolaten mit rRNS-gerichteten Sonden 




Ps. stutxeri 



Ps. rhodesiae 



Ps. jcssenii 



Ps pscudoakafigenes 



5 SG4P/E3< 1-15 = 
Klinische Isolate v. 
Ps. aeruginosa 
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25 Isolate aus abgefulltem nichtkarboniertem 
naturiichern Mineralwasser 

Reaktion der rRNS-gerichteten Sonden - Spezifitat von PAE1+2 fur Ps. aeruginosa 




Abb. 2 
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